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I. POVZETEK 
Super-ločljivostne mikroskopske metode, s katerimi lahko opazujemo strukture, manjše od 
uklonske limite, so korenito pripomogle k razumevanju celične in molekularne biologije. 
Mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije (STED) kot ena izmed super-ločljivostnih 
metod nam omogoča opazovanje intraceličnih zgradb, preučevanje dinamike živih celic na 
nanometrski skali in omogoča vpogled v trenutno dogajanje, obnašanje in interakcije, ki jih 
pri fiksiranih celicah ne moremo opazovati. Fluorescentni označevalci, s katerimi označimo 
strukture, morajo ustrezati različnim kriterijem, da so primerni za mikroskopijo STED. Za 
selektivno označevanje plazemske membrane morajo sonde izkazovati še dodatne lastnosti, 
zato je ta nabor še toliko bolj omejen.  
V magistrski nalogi smo sintetizirali in analizirali sonde za selektivno označevanje 
plazemske membrane na osnovi kinolinskega skeleta in na osnovi kumarinskega skeleta, 
natančneje na osnovi sonde MePyr500. Slednja ima izvrstne foto-fizikalne lastnosti, a 
neselektivno označi vse celične membrane. Sondo smo modificirali z vpeljavo dodatnega 
naboja, ki po vgraditvi v plazemsko membrani prepreči prehod sonde v druge membrane 
celice. Pripravljene fluorofore smo analizirali s pomočjo spektroskopih metod in jim 
pomerili ekscitacijske in emisijske spektre. Želeli smo, da so sintetizirani označevalci svetli, 
stabilni, s čim večjim Stokesovim premikom in da hkrati specifično označujejo plazemsko 
membrano. Najbolj primerne sonde smo poslali na Institut Jožefa Stefana, kjer so preizkusili, 
kako označujejo celice in kakšne so njihove foto-fizikalne lastnosti, ko jih izpostavimo 
pogojem mikroskopije STED.  
Kot najbolj uspešna se je izkazala sonda kumarinskega tipa SHE 2n, ki zaradi dveh 
pozitivnih nabojev specifično označuje plazemsko membrano celic in je hkrati zelo foto-
stabilna. Omogoča pridobivanje slik z odlično ločljivostjo in hkrati ni izkazovala toksičnih 
učinkov na celice, zato je smiselna nadaljnja sinteza njenih analogov in optimizacije 
reakcijskih pogojev. Sintetizirani analogi kinolinskih sond npr. SHE 1h niso primerni za 
STED nanoskopijo, saj nimajo dovolj emisije pri valovnih dolžinah STED laserja (775 nm) 
in zato ne omogočajo pridobivanja super ločljivostnih posnetkov. Poleg tega kinolinske 
sonde niso zelo selektivno označevale plazemske membrane. 
Ključne besede: STED/ fluorofori/ membranske probe/ kumarin /super-ločljivost 
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II.  ABSTRACT 
Super-resolution microscopy that enables us to observe structures smaller than the 
diffraction limit, has thoroughly improved the understanding of cellular and molecular 
biology. Stimulated emission depletion microscopy (STED) is one of the super-resolution 
microscopy methods, which enables us the observation of subcellular structures, the studying 
of the dynamic of living cells on nanoscale and this way enables us an insight into the actions, 
behaviour and interactions, which cannot be observed in fixated cells. Fluorescent dyes used 
for labelling structures must meet different criteria in order for them to be considered as 
appropriate for the STED microscopy. For the selective labelling of plasma membrane, the 
probes must have other characteristics, as well, so the choice is even smaller. 
In our work we synthesized and analysed probes for the selective labelling of plasma 
membranes based on the quinoline scaffold and coumarin probe MePyr500, which has 
excellent photophysical properties, but unspecifically labels all the membranes of the cell. 
We modified the probe with the addition of an extra charge, which would prevent 
partitioning of the probe into the intracellular membranes. We analysed prepared 
fluorophores with spectroscopic methods and measured their excitation and emission 
spectrums. We wanted the synthesized dyes to be bright, stable, with a large Stokes shift and 
at the same time to specifically label only plasma membrane. The most suitable probes were 
sent to the Institute Jožef Stefan, where they stained biological samples and evaluated their 
photophysical properties when used in STED microscopy.  
There were no problems with the planned compounds as far as the synthesis went. The most 
successful was the coumarin probe SHE 2n, which labels outer membrane of the cell in a 
specific way due to the two positive charges and is also very photostable. It enables the 
production of super-resolution pictures and it is not cytotoxic. It therefore makes sense to 
synthesize its analogs and to optimise its reaction conditions. Synthesized analogs of 
quinolone probes such as SHE 1h are not suitable for STED microscopy since they lack 
significant emission at STED laser wavelengths (775 nm) and therefore do not enable the 
production of super-resolution images. Quinoline probes also do not label plasma membrane 
selectively.  
Keywords: STED / fluorophores / membrane probes / coumarins / super-resolution 
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III. SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN                           acetonitril 
CDCl3   devtarirani kloroform 
DCM    diklorometan 
DMF    dimetilformamid 
DMSO             dimetilsulfoksid 
EtOAc  etil acetat 
EtOH    etanol 
Et3N                            trietilamin 
Eq     ekvivalent 
Hex                             heksan 
IJS    Institut Jožefa Stefana 
MeOH   metanol 
MS     masna spektrometrija 
MF                              mobilna faza 
Mr                               molekulska masa 
NMR     jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
ppm     delci na milijon (angl. parts per million) 
Rf     retencijski faktor 
ROS    reaktivne kisikove zvrsti 
STED     deplecija s stimulirano emisijo 
TLC     tankoplastna kromatografija (angl. thin layer chromatography) 
UV    ultravijolična 
Λ    valovna dolžina 
W    watt
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1. UVOD  
1.1 RAZVOJ MIKROSKOPSKIH METOD 
Prvi pravi začetki mikroskopije segajo v pozno 16. stoletje, ko je Robert Hooke preko prvega 
večdelnega mikroskopa, ki je omogočal ročno ostrenje slike, opazoval dele živali in rastlin 
pri 20× povečavi. Nekaj let kasneje je Leeuwehoek sam izdelal mikroskop z eno tanko in 
dobro izbrušeno konveksno lečo, ki jo je vstavil med dve kovinski ploščici, in prvi preučeval 
žive celice, kot so bakterije, kvasovke in krvne celice pri 300× povečavi. Kljub temu, da je 
Leeuwehoekov mikroskop doprinesel k mnogim odkritjem, je mikroskop bolj ali manj ostal 
enak do druge polovice 19 stoletja. Ernst Abbe je v poznem 19. stoletju ugotovil, da 
ločljivost mikroskopa ni odvisna samo od sestave mikroskopa, pač pa tudi od valovne 
dolžine svetlobe in numerične aperture, kar je zapisal v obliki uklonske limite. Uklonska 
limita (enačba 1) je posledica uklona svetlobe, ker se ta širi kot valovanje. To omejuje 
ločljivost mikroskopa, ki pri optimalnih pogojih znaša približno polovico valovne dolžine, s 
katero vzorec osvetljujemo. Npr. če uporabimo za osvetlitev vzorca zeleno svetlobo z 
valovno dolžino 500 nm, znaša ločljivost približno 250 nm. To v praksi pomeni, da ne 
moremo med seboj ločiti dveh objektov, ki sta oddaljena manj kot 250 nm. (1, 2) 
𝑑 =   
𝜆
2𝑛 𝑠𝑖𝑛 𝜃
=
𝜆
2𝑁𝐴
 
 
Enačba 1: Enačba uklonske limite (d). 𝜆: valovna dolžina, s katero osvetljujemo vzorec. 
NA: numerična apertura, ki opisuje sposobnost zbiranja svetlobe objektne leče, vrednosti 
NA se gibljejo med 1 in 1,5. n: lomni količnik snovi med objektom in lečo. sin Ѳ: sinus kota 
med optično osjo in zveznico med goriščem in robom leče. 
 
Da bi izboljšali ločljivost so fotone zamenjali z elektroni in dobili elektronski mikroskop, 
katerega ločljivost je tudi do 1000× večja, vendar njegovo uporabo omejujejo predvsem 
invazivnost priprave vzorca, dehidracija in uporaba vakuuma, ki preprečujejo opazovanje 
živih celic in onemogočajo specifično označevanje posameznih struktur. Konec 19. stoletja 
so se na področju mikroskopije vrstili različni napredki kot so akromatične leče, izboljšano 
osvetljevanje vzorcev in kontrola svetlobe, ki so vodili do današnjih večdelnih, fazno-
kontrastnih, konfokalnih in fluorescentnih mikroskopov. Slednji so še posebno primerni za 
opazovanje bioloških vzorcev, saj vzorec označimo s fluorescentnimi barvili, ki jih zaradi 
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močne barve lažje ločimo od signalov iz ozadja in s tem omogočajo pridobivanje visoko 
kontrastnih slik. (1, 2) 
 
 
Slika 1: Nastanek povečane slike pri svetlobnem mikroskopu. 
Enostaven optični mikroskopi je sestavljen iz objektne in okularne leče. Objektna leča je 
bližje objektu, ki ga preučujemo in zbira oz. koncentrira svetlobo, ki pride skozi vzorec v 
točko. Okularna leča se nahaja bližje očesu in poveča sliko iz prve leče. (prirejeno po 18) 
Želja po uporabi svetlobnih mikroskopov, kateri omogočajo preučevanje živih celic in 
selektivno označevanje posameznih struktur, ki bi hkrati imeli, vsaj takšno ločljivost kot 
elektronski mikroskop, je vodila do iznajdbe super-ločljivostnih mikroskopov. Abbejevo 
uklonsko limito so obšli z razvojem različnih tehnik kot so PALM, STORM, RESOLFT… 
Eden izmed načinov je tudi metoda STED, ki z vzbujenim praznjenjem emisije omeji 
površino vzorca, kjer so ekscitirani fluorofori, na velikost, manjšo od uklonske limite. Kljub 
različnim super-ločljivostnim metodam in napredkom, danes še vedno nimamo idealnega 
sistema, ki bi omogočal mikroskopiranje z visoko hitrostjo, 3D ločljivostjo in več barvno 
snemanje na živih celicah, zato se za posamezno metodo odločimo na podlagi lastnosti 
preiskovanega vzorca in informacij, ki jih želimo pridobiti. (1, 3) 
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1.2 STED MIKROSKOPIJA 
STED mikroskopija temelji na selektivni prekinitvi fluorescence in posledično zmanjšanju 
območja preiskovanega vzorca z vzbujenimi fluorofori na velikost, ki je manjša od 
uklonske limite. Mikroskop sestavljata 2 laserja, prvi vzbuja fluorofore iz osnovnega v 
vzbujeno stanje, drugi laser je deplecijski, ki s stimulirano emisijo povzroči, da se vzbujeni 
fluorofori vrnejo nazaj v osnovno stanje (slika 2). STED obide uklonsko limito z 
reverzibilnim utišanjem fluoroforov na točno določenih predelih v obliki obroča, le na 
sredini kroga deplecijski laser nima intenzitete. Tam fluorofore osvetljuje samo 
ekscitacijski laser, zato ostanejo fluorofori vzbujeni. Na predelih kjer fluorescence ne 
prekinemo, fluorofori emitirajo svetlobo iz območja, ki je manjše od uklonske limite (slika 
3). Stimulirano emisijo lahko dosežemo, če osvetlimo vzbujen fluorofor z laserjem valovne 
dolžine, ki ustreza valovni dolžini emisije. Ko vzbujeno molekulo zadane še en foton (od 
STED laserja), vzbujena molekula pri tem odda foton identične valovne dolžine in se vrne 
v osnovno stanje. Glede na emisijski spekter fluorofora je idealno, da je valovna dolžina 
deplecijskega laserja v območju, ko emisije ni več prav veliko, saj se tako tudi izognemo 
vzbujanju fluorofora. (2) 
 
 
Slika 2: Zgradba STED nanoskopa (prirejeno po 7) 
 
Laser, kot temeljni del STED mikroskopa, določa kompleksnost in zmogljivost 
mikroskopiranja. Možnost, da pride do stimulirane emisije fotona se veča, z večanjem 
intenzitete stimulacijskega laserja. Da pridobimo želeno ločljivost, mora laser imeti 
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intenziteto vsaj 10 MW/cm2. Zaželena je kompenzacija med hitrim snemanjem vzorca ter 
nizko ponovljivostjo laserskih pulzov, ki omogoča relaksacijo tripletnega stanja med dvema 
pulzoma in s tem zmanjša možnost za nastanek foto-bledenja. Laserja morata biti sinhrono 
uravnana, tako da ekscitacijskemu pulzu sledi deplecijski v točno določenih časovnih 
intervalih. Impulz emisijskega laserja traja približno 100 ps in mora biti krajši od trajanja 
fluorescence, sicer laser ne povzroči učinkovitega dušenja fluorescence, fotoni pa vnesejo 
dodatno nepotrebno svetlobo, ki lahko poškoduje vzorec. STED laser pa ne sme 
ekscitacijskemu slediti prehitro in imeti preveč kratek pulz, saj v tem primeru večina 
fluoroforov še ne bo v vibracijsko relaksiranem pod-stanju S1, iz katerega fluorofor emitira. 
Prekratek pulz bo tudi povzročil višjo gostoto fotonov, ki povzročijo foto-bledenje. 
Predpogoj za snemanje s STED nanoskopom je ujemanje valovnih dolžin STED laserja s 
spektrom fluoroforov. Zaželeno je, da ima sonda vsaj nekaj emisije v repu rdečega 
emisijskega spektra. (1, 4) 
 
Slika 3: Sosledje dogodkov pri STED nanoskopu. 
Vzorec obsvetimo z eskcitacijskim laserjem na področju večjem od 200 nm. Vzbujevalnemu 
laserju sledi STED laser, ki v obliki obroča prekine fluorescenco prvega laserja. Področje, 
ki ostane osvetljeno je manjše od uklonske limite. 
STED mikroskopija se še vedno razvija. Danes poznamo več izboljšav kot so: 3D STED, 
večbarvno snemanje, hitri laserji z neprekinjenim valovanjem, T-REX STED … V 
prihodnosti si želimo še izboljšati ločljivost, kvantifikacijo in hitrost snemanja, kar bi dosegli 
z izboljšano kontrolo instrumenta, s kombiniranimi pulznimi laserji in za STED popolnimi 
fluorofori. (1) 
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1.3 FLUORESCENCA 
S fotoluminiscenco opisujemo emisijo svetlobe, ki nastane zaradi absorpcije zunanjega vira 
energije v infrardečem, vidnem ali ultravijoličnem spektru, in je temelj fluorimetrične 
analize. Ena izmed podvrsti fotoluminiscence je proces fluorescence, ki se začne z 
ekscitacijo, ko molekula v osnovnem singletnem stanju S0 absorbira elektromagnetno 
valovanje oz. foton z energijo hνEX, katerega v sistem vnesemo z laserjem ali ustrezno 
svetlobo. Prenesena energija vzbudi molekulo, da preide na določeno vibracijsko pod-stanje 
vzbujenega stanja. Možnost za tranzicijo iz S0 v S1 je odvisna od števila elektronov v 
osnovnem stanju S0, gostote svetlobe pri dani valovni dolžini in Einsteinovega koeficienta, 
ki je odvisen od tranzicijskega dipolnega momenta. Vzbujeno stanje je metastabilno in po 
določenem času molekula preide nazaj v osnovno ter pri tem odda energijo. Če želimo 
pravilno opisati proces absorpcije in emisije svetlobe, moramo upoštevati, da se lahko 
sevalna energija absorbira le v določenih enotah, kvantih. Ta energija, ki jo nosi kvant, je 
proporcionalna frekvenci nihanja oz. elektromagnetnega valovanja. 
Pri fluorescentni molekuli elektron zunanje orbitale preide v elektronsko vzbujeno singletno 
stanje Sn. Doseženo vibracijsko podstanje vzbujenega stanja se ne upada nujno z osnovnim 
stanjem, vendar s podstanjem, ki je kompatibilen s stanjem jedra v tisti točki. Elektron pri 
prehodu ohrani svoji elektronski spin, zato so prehodi v višja energijska stanja, pri čemer 
pride do sprememb spina npr. v Sn in Tn, prepovedani. V vzbujenem stanju, ki traja nekaj 
pikosekund, v fluoroforu pride do konformacijskih sprememb in interakcij z okoljem. Ta 
nato preide v najnižji vibracijski nivo vzbujenega stanja, kar imenujemo vibracijska 
relaksacija. Če je molekula ekcitirana v višje stanje (Sn), imenujmo prehod do vzbujenega 
osnovnega stanja notranja konverzija. Po prvotni vibracijski relaksaciji skoči fluorofor v 
nanosekundah iz vzbujenega stanja v vibracijsko vzbujeno podstanje osnovnega stanja, pri 
tem pa emitira foton (slika 4). Ker se del energije med procesom porazgubi, pride do 
Stokesovega premika. To lahko izkoristimo za ločevanje ekscitacije od emisije, saj molekula 
emitira pri daljši valovni dolžini. Vse molekule pa po ekscitaciji ne preidejo v osnovno 
stanje, saj lahko pride do dušenja fluorescence, prenosa fluorescentne resonančne energije 
in medsistemskih prehodov. Količina, ki nam pove, kako učinkovita je fluorescenca oz. 
kakšna je verjetnost, da se vzbujen foton deaktivira preko fluorescence v primerjavi z 
drugimi možnimi potmi, je kvantni izkoristek. Bližje kot je kvantni izkoristek vrednosti 1, 
višja je intenziteta signala fluorescence in posledično bolj kakovostna je slika. Druga 
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lastnost, s katero lahko ocenimo fluorofor, je ekstincijski koeficient, ki je merilo kapacitete 
absorpcije svetlobe pri določeni valovni dolžini. (5, 6) 
Pri stimulirani emisiji pride do deplecije vzbujenega fotona, kar pomeni, da je fluorescenca 
preprečena. Za stimulirano emisijo potrebujemo foton daljše valovne dolžine, ki ga vnesemo 
s STED laserjem. Foton stimulira molekulo v vzbujenem stanju, da preide nazaj v osnovno 
stanje in pri tem emitira foton. Predpogoj za uspešno povzročeno emisijo je, da ima vnešen 
foton enako smer kot vpadni foton. (7) 
 
 
Slika 4: Jablonski diagram 
Diagram prikazuje relativno pozicijo molekularnih energij in fotofizikalen proces do 
katerega pride, zaradi absorpcije fotona. S0: singletno osnovno stanje, S1: singletno 
vzbujeno stanje, T: tripletno stanje; V vsakem energijskem stanju se molekula lahko nahaja 
na različnih vibracijskih nivojih, označenimi s prekinjenimi črtami. (prirejeno po 7) 
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1.4 FLUOROFORI 
Kot fluorescentne označevalce za STED mikroskopijo lahko uporabimo fluorescentne 
proteine, majhne organske molekule, nanodelce in kvantne točke. Majhne organske 
molekule običajno sestavlja aromatski skelet oz. struktura z delokaliziranimi elektroni, 
običajno v obliki konjugiranih dvojnih vezi. Za organske fluorofore je značilen močan 
absorpcijski in emisijski pas v vidnem delu elektromagnetnega spektra. (8) 
Kot prvi označevalec je bil uporabljen rodamin B. Z razvojem in nadgradnjo laserjev,  
mikroskopa in funkcij le tega je prišla potreba po novih izboljšanih sondah. Fluorofor 
primeren za STED mikroskopijo mora biti kompatibilen z valovno dolžino STED laserja. 
Trenutno so kombinacije laserjev dokaj omejene, zato mora uporabljen fluorofor izkazovati 
emisijo pri valovnih dolžinah deplecijskega laserja, poleg tega ne sme biti tudi ekscitiran oz. 
absorbirati te valovne dolžine. Temu se izognemo s čim večjim Stokesovim premikom (slika 
5). Visoki Stokesovi premiki so še posebej zaželeni pri večbarvnemu načinu slikanja. V tem 
primeru uporabimo fluorofore z različnimi Stokesovimi premiki in jih vzbudimo z različnimi 
valovnimi dolžinam dveh ekscitacijskih laserjev, ki specifično vzbudita le enega izmed 
fluoroforov. Slaba stran velikega Stokesovega premika je relativno nizka svetlost fluorofora 
in nizka foto-stabilnost. Fluorofor mora imeti dolg življenjski čas fluorescence, saj ima tako 
več časa, da učinkovito stimulira emisijo. Poleg tega je zaželen visok kvantni izkoristek in 
posledično večja svetlost ter foto-stabilnost. Da se izognemo fotobledenju, mora imeti 
fluorofor majhno medsistemsko prehajanje iz singletnega v tripletno stanje. Če želimo 
preučevati žive celice, pa je pomembno tudi, da sonda ni toksična za celice in je kompatibilna 
s fiziološkimi pogoji. (1, 3)  
 
Slika 5: Stokesov premik 
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Ena izmed pomanjkljivosti organskih fluoroforov je nespecifično označevanje struktur, kar 
lahko odpravimo z sintezo barvil, ki specifično označijo preiskovano strukturo (v našem 
primeru podobnost z membranskimi lipidi), ali pa z uporabo protiteles, na katera vežemo 
fluorescentne označevalce. Po drugi strani pa uporaba protiteles onemogoča delo na živih 
celicah. Sicer lahko uporabimo fluorescentne proteine, za katere je značilno specifično 
označevanje in kompatibilnost z živimi celicami. Njihova vezava je odvisna od genskega 
zapisa in omogoča spremljanje ekspresije proteinov, lokalizacijo in dogajanje v živih 
celicah. Vendar njihovo uporabo omejuje nizka foto-stabilnost, saj bledijo veliko hitreje kot 
organske molekule, in običajno prevelika velikost, ki lahko zasenči preiskovani protein. Iz 
tega sledi, da je izbor fluorofora odvisen od samega vzorca in kakšne informacije želimo 
pridobiti. ( 9) 
Primer spojin, ki se jih trenutno preučuje kot potencialne sonde, so molekule s kumarinskim 
skeletom. Emisija ne-substituiranih kumarinov se giblje med 410 in 470 nm, vendar se z 
uvedbo določenih funkcionalnih skupin spekter znatno pomakne k višjim valovnim 
dolžinam, bolj primernim za super ločljivostne metode. Različni analogi kumarinov lahko 
emitirajo v modrem, zelenem in rdečem spektru. Pri nanoskopiranju s STED izkazujejo 
dobre foto-fizikalne lastnosti. Omogočajo visoko ločljive slike in večbarvne načine uporabe. 
Uporabo omejujejo slabi kvantni izkoristki in nizka svetlost. Kvantni izkoristek izboljšamo 
z bolj rigidnimi analogi kumarinov, svetlost pa z uvedbo elektron-donorske skupine na mesto 
7 in elektron-akceptorske na mesto 3. Slaba lastnost kumarinov je tudi dokaj visoka kemijska 
reaktivnost in posledično prehajanje v dolgoživeče tripletno stanje, ki vodi do fotobledenja. 
Njihova uporaba je trenutno najbolj razširjena pri detekciji encimske aktivnosti v celicah. 
(10, 19) 
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1.5 FOTOBLEDENJE  
Proces fluorescence je cikličen, to pomeni, da fluorofor lahko zaporedno vzbujamo, pri 
čemer se tvori velika količina fotonov, ki jih detektiramo. Da je proces uspešen, ne sme priti 
do fotobledenja. To je ireverzibilna kemijska reakcija, katere verjetnost je večja, če pri 
ekscitaciji fluorofor preide v tripletno stannje. Do fotobledenja pri stimulirani depleciji pride 
večinoma zaradi uporabe izjemno močnih laserjev, katerih jakost je večja od 10 MW/cm2, 
saj le s takšnimi laserji dosežemo ločljivost nanometerske velikosti. Primerne sonde morajo 
biti torej fotostabilne, kar še dodatno zmanjša nabor fluoroforov primernih za STED 
mikroskopijo. Eden izmed mehanizmov nastanka fotobledenja poteka preko foto oksidacije. 
Spojine, za katere so značilni pogosti medsistemski prehodi, hitro preidejo v tripletno stanje, 
to stanje je dolgo-živeče in bolj reaktivno, kar pomeni, da ima molekula visoko sposobnost 
reagiranja z drugimi spojinam poleg tega pa se podaljša tudi čas za interakcije z okoljem iz 
nanosekund v milisekunde. Vzbujena molekula v tripletnem stanju reagira z molekularnim 
kisikom, ki sicer povrne molekulo nazaj v singletno stanje, vendar kot produkt nastanejo 
reaktivne kisikove zvrsti npr. singletni kisik, ki zaradi visoke reaktivnosti povzroči bledenje. 
Druga možnost je tudi foto ionizacija, saj je molekula v tripletnem stanju zelo reaktivna, zato 
pride do interakcij z intraceličnim okoljem in do tvorbe drugih visoko reaktivnih radikalov. 
Našteti možnosti pri STED-u povzročata največ težav. (3, 5) 
 
Fotobledenje lahko zmanjšamo z znižanjem prostega kisika v sistemu – z encimskimi lovilci 
kisika in uporabo reagentov, ki zaradi redoks reakcij onemogočajo tripletno stanje, npr. 
askorbinska kislina, N-propil galat, 2-merkaptoetanol … Kljub temu omenjene strategije 
niso primerne za vsak sistem in za vsa fluorescentna barvila, saj v določenih primerih 
bledenje s tem še spodbudimo. Poskrbeti moramo tudi, da se spekter emisije in absorpcije 
ne prekrivata in da ima uporabljen fluorofor kratek tripletni čas. Fotobledenje zmanjšamo 
tudi z različnimi optičnimi strategijam. Zmanjšamo lahko hitrost med posameznimi pulzi, 
da omogočimo relaksacijo iz tripletnega stanja med dvema pulzoma, ali pa uporabimo daljši 
STED pulz, da se izognemo več fotonski ekscitaciji. Zaželena je tudi uporaba zelo 
senzitivnih detektorjev, ki omogočijo uporabo nižje jakosti laserja in objektivov z visoko 
numerično aperturo. Uporabimo lahko tudi različne filtre in druge načine, ki zmanjšajo 
nepotrebno izpostavljenost intenzivni svetlobi. (7, 11)  
Kljub temu, da so medsistemski prehodi sicer redki, je čas, v katerem molekula ostane v 
tripletnem stanju, veliko daljši. Zaradi tega pride do kopičenja molekul, ki se nahajajo v 
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tripletnem stanju in zmanjšanja populacije singletnega stanja, kar vodi v nižji fluorescentni 
signal. Čas snemanja se lahko zaradi fotobledenja oz. upada intenzitete fluorescence in 
kvantnega izkoristka močno skrajša, kar nam onemogoči spremljanje celic skozi čas.  
 
 
1.6 BIOLOŠKE MEMBRANE 
Biološka membrana je selektivno prepustna bariera, ki ločuje notranjost celice od zunanjosti 
in ji s tem omogoča strukturno integriteto ter organizacijo. Membrane s selektivno 
prepustnostjo omogočajo, da celica dobi potrebna hranila in izloči razgradnje produkte. 
Zaradi izmenjave ionov sodelujejo pri tvorbi energije in pri komunikaciji med celicami v 
obliki kemijskih in elektronskih signalov. Običajno so sestavljene iz lipidnega dvosloja, ki 
ga sestavljajo različni lipidi, proteini in sladkorji. Membrano lahko sestavljajo trije tipi 
lipidov, to so fosfolipidi, glikolipidi in steroli. Fosfolipide sestavljata 2 verigi maščobnih 
kislin, pripeti na glicerol in fosfatno skupino. Sladkorne molekule so pripete na lipide oz. 
proteine in zaradi svoje strukturne raznolikosti služijo kot markerji, npr. specifični ogljikovi 
hidrati na površini rakavih celic se uporabljajo kot diagnostični markerji. Še bolj pomembno 
vlogo pa imajo proteini, ki so zaslužni, da celica komunicira z okoljem in transportira 
molekule v in iz celice. Debelina membrane se giblje okoli 5 nm, kar je 40× manjše od 
difrakcijske limite, zato so super ločljivostne metode zelo primerne za njeno preučevanje 
(slika 6).  
11 
 
 
Slika 6:  Primerjava sintezne molekule (A) in fosfatidilholina (B) kot primer fosfolipida 
 Podobnost z naravno prisotnimi fosfolipidi dosežemo z aromatskim skeletom na katerega 
uvedemo dolge alifatske verige, ki posnemajo maščobne kisline ter preko distančnika 
povezano polarno skupino. Zaželeno je, da sta prisotna 2 pozitivna naboja, saj se takšne 
spojine selektivno ujamejo v membrano in ne prehajajo v notranjost. 
Membrane so vpletene v različne bolezenske procese, zato njeni deli predstavljajo 
potencialno tarčo, na katero delujemo z zdravili. Ena izmed bolezni, kjer ima membrana 
osrednjo mesto bolezenskega procesa, je cistična fibroza, ki nastane zaradi mutacije CFTR 
gena, ki kodira zgradbo Cl- kanalčka odgovornega za izločanje mukusa. Poleg tega 
membrane omogočajo vstop virusom in toksinom, ki preko endocitoze vstopijo v notranjost 
celice. Z zdravili lahko delujemo tudi na membranske proteine, ki v membrani povzročijo 
nastanek por in jih kodirajo različni virusi, ki posledično uničijo selektivno permeabilnost 
membran in spodbudijo proces infekcije. Le na podlagi dobrega poznavanja struktur, funkcij 
membrane ter z razvojem novih tehnik, bomo lahko dovolj dobro poznali heterogenost 
membran in patoloških procesov, ki bodo omogočali razvoj in odkrivanje novih zdravil. (12) 
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1.7 MIKROSKOPIJA MEMBRAN 
Eden izmed razlogov preučevanja membran je tudi raziskovanje neenakomerne porazdelitve 
lipidov v membranah. Lateralna organiziranost molekul v celični plazemski membrani ima 
močan vpliv na njene funkcije. Interakcije med lipidi ter lipidi in proteini povzroči 
segregacijo plazemskih membranskih molekul npr. v klastre in nanodomene, ki vplivajo na 
celično signaliziranje in modulirajo funkcionalnost proteinov. Zgradbo membran lahko 
opišemo z delitvijo na tekočinsko urejeno in tekočinsko neurejeno fazo. Za preučevanje 
membran lahko uporabimo različne sonde. Najbolj pogosto uporabljene so sonde v obliki 
fluorescentnih proteinov, ki označujejo samo sestavne dele membran, kot so gangliozidi. 
Uporabljamo lahko tudi lipofilne fluorescentne sonde, ki se specifično vežejo v eno izmed 
faz, tekočinsko urejeno ali neurejeno fazo. Nespecifičnemu označevanju, se lahko izognemo 
z uporabo sond, katerih emisija je odvisna od okolja. Takšne probe se enakomerno 
porazdelijo po membrani, vendar se v odvisnosti od okolja spremeni jakost emisije, položaj 
emisijskega maksimuma in/ali življenjski čas fluorescence. Temu je tako, ker na naštete 
parametre vpliva polarnost in/ali pa viskoznost okolja. Za tekočinsko urejeno fazo je tako 
značilna višja skoncentriranost lipidov, kar pomeni, da je manj hidratirana, bolj nepolarna in 
viskozna. Za t.i. okoljsko občutljiva barvila je značilno, da imajo velik dipolni moment, ki 
interagira z dipolnimi momenti molekul v okolici. Dodatno vplivajo tudi vodikove vezi med 
probo in okoljem. Značilno je, da se v bolj polarnih topilih emisija pomakne v rdeči del 
spektra, v nepolarnem okolju pa v modri del spektra. Pri sintezi membranskih sond odvisnih 
od okolja naletimo na več težav. Sintetizirane sonde se pogosto ne usidrajo v membrano, pač 
pa potujejo tudi v notranjost celice in se vežejo na preostale dele. Težavo pri membranskih 
sondah povzroča tudi neselektivno označevanje intraceličnih membran. Slednje lahko 
upočasnimo, če je sonda zelo lipofilna z nabito polarno glavo. Problem se pojavi tudi pri 
uporabi membranskih modelov, ki jih uporabimo za preizkušanje sond. Membranski modeli 
so zelo poenostavljene verzije pravih membran, zato običajno sonde preizkušene na njih 
izkazujejo veliko boljše rezultate kot v primeru označevanja celic. Z njimi tudi ne dobimo 
vpogleda v procese, ki omejujejo uporabo sond, kot je npr. internalizacija. (13, 14) 
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2. NAMEN IN NAČRT DELA 
Namen magistrske naloge je sintetizirati nove potencialne fluorescentne sonde za 
označevanje membran, ki so primerne za mikroskopijo STED. Naša sinteza temelji na 
predhodno sintetiziranih sondah, namenjenih za označevanje membran, za katere je 
značilno, da se zelo hitro vežejo v membrane, vendar tam ne ostanejo dolgo, pač pa so hitro 
internalizirane, kjer nespecifično označujejo še druge dele in strukture. Če želimo, da se 
molekula ujame v lipidni dvosloj, morajo sintetizirane spojine čim bolj posnemati strukturo 
fosfolipidov kot osnovnega gradnika membranskih lipidov. Vse sintetizirane spojine 
vsebujejo eno ali več daljših alifatskih verig sestavljenih od 5 do 14 ogljikovih atomov, ki 
posnemajo maščobne kisline, in del, ki vsebuje en oz. dva naboja in je zato podoben 
hidrofilni glavi fosfolipidov. Kot osnovno smo vzeli dva osnovna aromatska skeleta: 
kumarinskega in kinolinskega. Pri kumarinskemu skeletu (slika 7) smo izhajali iz predhodno 
sintetizirane molekule MePyr, za katero vemo, da je foto-stabilna, ni toksična, vendar se 
hitro internalizira. Slednje bomo upočasnili z uvedbo dodatnega naboja in s povečanjem 
lipofilnega značaja. 
 
Slika 7: Kumarinski skelet (levo) in struktura MePyr500 (desno) 
Drugi del magistrske naloge vključuje sintezo spojin s kinolinskim obročem kot osnovnim 
skeletom (slika 8). Lipofilne verige in funkcionalne skupine z nabojem bomo pripeli tako, 
da bo dipolni moment probe, ko bo umeščena v membrano, vzporeden s površino membrane. 
Želimo namreč raziskati kako slednja orientacija vpliva na okoljsko občutljivost in možnosti 
STED mikroskopije. 
 
Slika 8: Primer dveh načrtovanih spojin s kinolinskim skeletom 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI  
Za izvedbo sintez in izolacij spojin smo uporabili topila in reagente proizvajalcev: Acros 
Organics, Fluka, Merck, Sigma Aldrich. 
3.2 METODE 
Tehtanje: analitska tehtnica METTLER AT261 Delta Range®/FACT Analytical Balance. 
Uparevanje topil: Rotavapor Büchi R-215 
Tankoplastna kromatografija: Plošče za tankoplastno kromatografijo, ki smo jih uporabili 
za sledenje poteka reakcij in določevanja identitete so izdelane iz 175-225 µm nanosom 
Silica Gel 60 F254 na aluminjasti podlagi (Merck).  
UV-VIS spektroskopija: Spojine smo na TLC-ploščah opazovali z UV svetilko CAMAG® 
UV-Cabinet II, pri valovni dolžin 254 nm in 366 nm, odvisno od strukture željene spojine. 
Na posameznih stopnjah smo uporabili orositvene reagente ninhidrin in FeCl3. 
Kolonska kromatografija: Stacionarna faza je bila sestavljena iz Silikagel 60 z velikostjo 
delcev od 40 - 63µm (Merck). Mobilne faze so opisane pri eksperimentalnem delu. Kadar 
produkt ni bil topen smo izvedli suhi nanos. 
Reverzno fazna kromatografija: Biotage Isolera One System, kot MF smo uporabili 
acetonitril in vodo v različnih razmerjih. 
Jedrska magnetna resonanca (NMR): NMR spektre so posneli na spektrometru Bruker 
Avance III na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Vzorce so raztopili v devteriranih topilih 
CDCl3 in DMSO-d6 z internim standardom TMS. 
1H spektri so bili posneti pri 400 MHz, 
13C pa pri 100 MHz.  
Masna Spektrometrija (MS): masne spektre so posneli na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani na masnem spektrometru expression L CMS proizvajalca Advion z ESI tehniko. 
HRMS spektre so posneli na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani na masnem spektrometru Q 
Exactive Plus hybrid quadropole-orbitrap proizvajalca Thermo Scientific s HESI tehniko. 
Fluorimetrija: Ekscitacijske in emisijske spektre smo posneli na fluorescenčnem 
spektrometru PerkinElmer LS 55 na Fakulteti za Farmacijo v Ljubljani. Vzorce smo raztopili 
v različnih topilih in redčili do koncentracije 10-6 M. 
Merjenje tališča: Določanje temperature tališč spojin smo izvedli na mikroskopu 
Cambridge instruments z grelno mizico Reichert. 
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Za risanje, poimenovanje in izračune molskih mas smo uporabljali program ChemDraw 
Professional 16. Za obdelavo NMR spektov pa program: MestReNova 6.0.2 
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 Sinteza SHE 3b (2-metil-1-tetradecilkinolin) 
 
 
V 100 ml bučko smo natehtali bromotetradekan (1,0 g, 3,6 mmol, 1 eq), dodali kalijev jodid 
(1,8 g, 10,84 mmol, 3 eq) in 50 ml acetona. Reakcijsko zmes smo mešali na oljni kopeli 24 
ur pri 60 °C. Pod znižanim tlakom smo uparili aceton. Zaostanek smo raztopili v EtOAc in 
spirali z vodo (2 × 30 ml) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 ml). Organsko fazo smo sušili 
z Na2SO4, filtrirali in uparili organsko fazo.  
K nastalemu jodotetradekanu (1,13 g, 3,49 mmol, 1,1 eq) smo dodali kinaldin (0,454 g, 3,17 
mmol, 1 eq) in raztopili v 50 ml acetonitrila. Reakcija poteka počasi, zato smo jo na refluksu 
(70 °C) pustili potekati 5 dni. Topilo smo uparili in spirali zaostanek s heksanom in 
dietiletrom.  
Izgled: rjava viskozna snov, izkoristek = 71%, Rf (MF: DKM : MeOH = 9 : 1) = 0,74, Mr 
(izračunana) = 340,30 
 
4.2 Sinteza SHE 5b (4-metil-1-tetradecilkinolin) 
 
Postopek sinteze in izolacije je potekal enako kot pri SHE 3b. Namesto kinaldina smo 
uporabili lepidin.  
Izgled = temno rjava viskozna snov, izkoristek = 75%, Rf (MF: DKM : MeOH = 9 : 1) = 
0,70, Mr (izračunana) =340,30 
17 
 
4.3 Shema sinteze SHE 1h ((E)-3-((1,2,2,4-tetrametil-6-(2-(1-tridecil-1l4-
kinolin-2-il)vinil)-1,2-dihidrokinolin-7-il)oksi)propan-1-sulfonska kislina) 
 
 
 
4.3.1 Sinteza SHE 1b (7-metoksi-2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolin) 
 
Sinteza: V 250 ml bučko smo natehtali m-anizidin (5,0 g, 40,6 mmol, 1 eq) in dodali 50 ml 
acetona (>15 eq). Nato smo dodali indijev klorid (300 µg) in reakcijsko zmes mešali na sobni 
temperaturi 24 ur. 
Izolacija: Pod znižanim tlakom smo uparili prebitni aceton. K suhemu ostanku smo dodali 
50 ml EtOAc. Vsebino bučke smo prelili v lij ločnik in spirali z vodo (3 × 30 ml) in NaHCO3 
(1 × 30 ml). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4. EtOAc smo odparili pod znižanim tlakom 
in suh zaostanek očistili s kolonsko kromatografijo (MF : EtOAc : Hex = 1 : 30). Zbrali smo 
čiste frakcije in uparili topilo. Glede na TLC analizo se produkt ujema s standardom. 
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Izkoristek = 76%, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) = 0,64, Mr (izračunana) = 203,13 
Molekulska formula: C13H17NO 
 
4.3.2 Sinteza SHE 1c (7-metoksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolin) 
 
Sinteza: K spojini SHE 1b (6,30 g, 31,0 mmol, 1 eq) smo dodali K2CO3 (8,5 g, 62,0 mmol, 
2 eq) in 30 ml DMF. Nato smo dodali MeI (2,8 ml, 46,5 mmol, 1,5 eq) in reakcijsko zmes 
segrevali pri 110 °C 24 ur. 
Izolacija: Reakcijsko zmes smo ohladili in dodali 5 ml 27 % raztopine amonijaka. Zmes 
smo mešali 1 uro. K reakcijski zmesi smo dodali 100 ml EtOAc in 100 ml H2O. Organsko 
fazo smo spirali z manjšimi volumni vode (6 × 40 ml) in z nasičeno raztopino NaCl (1 × 50 
ml). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Zaostanek smo očistili 
s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc : Hex= 1 : 30). 
Izkoristek = 37 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) = 0,80, Mr (izračunana) = 217,15, 
Molekulska formula: C14H19NO 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.97 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.19 (dd, J = 8.3, 2.4 Hz, 1H), 6.10 
(d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.17 (q, J = 1.4 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 2.78 (s, 3H), 1.95 (d, J = 1.4 Hz, 
3H), 1.28 (s, 6H). 
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4.3.3 Sinteza SHE 1d (1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolin-7-ol) 
 
Sinteza: V bučko z mešalnim magnetom smo natehtali SHE 1c ( 2,5 g, 11,5 mmol, 1 eq) in 
dodali 50 ml brezvodnega DCM. Reakcijo smo postavili na ledeno kopel za 1 uro. Z brizgo 
smo počasi skozi septum dodali BBr3 (34 ml, 1 M, 34,5 mmol, 3 eq) in pustili, da se 
temperatura reakcijske zmesi izenači s sobno temperaturo. Na sobni temperaturi smo mešali 
reakcijsko zmes še 3 ure.  
Izolacija: Ko je reakcija potekla smo po kapljicah dodajali NaHCO3. Vsebino bučke smo 
prelili v lij ločnik in spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (3 × 50ml), 1 M HCl ( 1 × 30 ml) 
in nasičeno raztopino NaCl (1 × 30ml). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4, filtrirali in 
uparili topilo. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc : Hex = 1 : 30). 
Produkt spremljamo z orositvijo s FeCl3. 
Izkoristek = 83 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) = 0,44, Mr (izračunana) = 203,13, 
Molekulska formula: C13H17NO 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.90 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.09 (dd, J = 8.1, 2.4 Hz, 1H), 6.04 
(d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.16 (q, J = 1.4 Hz, 1H), 2.75 (s, 3H), 1.94 (d, J = 1.4 Hz, 3H), 1.28 (s, 
6H). 
 
4.3.4 Sinteza SHE 1e (7-hidroksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolin-6-
karbaldehid) 
 
Sinteza: V suho bučko smo dali magnetno mešalo, zaprli s septumom in prepihali z 
argonom. Dodali smo brezvodni DMF in postavili na ledeno kopel. Na ledu smo pustili 
mešati 5 min. Nato smo po kapljicah dodajali POCl3 (9,14 ml, 99,8 mmol, 10,5 eq) in mešali 
5 min. Bučko v kateri je SHE 1d (1,93 g, 9,5 mmol, 1eq) smo zaprli s septumom in prepihali 
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z argonom in vanjo prenesli vsebino prve bučke. Postavili smo na oljno kopel ogreto na 75 
°C za 2 uri.  
Izolacija: Vzeli smo čisto čašo (500 ml) z vodo in magnetom, postavili na mešalo in vanjo 
vlili reakcijsko zmes. Med mešanjem smo počasi dodajali nasičeno raztopino NaHCO3, da 
smo nevtralizirali POCl3 (dokler pH ni dosegel vrednosti 7). Vsebino smo iz čaše prelili v 
lij ločnik in ločili organsko ter vodno fazo. Organski fazi smo dodali Na2SO4 in uparili topilo. 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc : Hex = 1 : 10) 
Izkoristek: 21 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) =0,51, Mr (izračunana) = 231,13, 
Molekulska formula: C14H17NO2 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 11.83 (s, 1H), 9.49 – 9.48 (m, 1H), 5.95 (s, 1H), 5.21 (q, J = 
1.3 Hz, 1H), 2.89 (s, 3H), 1.97 (d, J = 1.3 Hz, 3H), 1.37 (s, 6H). 
 
4.3.5 Sinteza SHE 1f (3-((6-formil-1,2,2,4-tetrametil-1,2dihidrokinolin-7-il)oksi) 
propan-1-sulfonska kislina) 
 
Sinteza: V bučko smo natehtali SHE 1e (0,450g, 2,0 mmol, 1eq ) in dodali KOH (0,11g, 2,0 
mmol, 1 eq), propansulton (0,24g, 2,0 mmol, 1eq) in 150 ml propan-2-ola. Postavili smo na 
refluks za 3 ure (100 °C).  
Izolacija: Propan-2-ol smo pod znižanim tlakom uparili, zaostanek smo spirali z etrom (5 × 
20ml) in heksanom (2 × 20 ml).  
Mr (izračunana) = 353,13, Molekulska formula: C17H23NO5S , Rf (MF : DCM : MeOH = 
9 : 1) = 0,13 
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4.3.6 Sinteza SHE 1h ((E)-3-((1,2,2,4-tetrametil-6-(2-(1-tridecil-1l4-kinolin-2-
il)vinil)-1,2-dihidrokinolin-7-il)oksi) propan-1-sulfonska kislina) 
 
Sinteza: K SHE 1f (0,690 g, 1,95 mmol, 1 eq) smo dodali SHE 3b (0,66 g, 1,95 mmol, 1 
eq), raztopili v 50 ml etanola in dodali 150 µl piperidina. Reakcijo smo pustili potekati 48 
ur na 70 °C. 
Izolacija: Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in spojino očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF:  DKM : MeOH = 9 : 1) 
Izgled=vijolična trdna spojina, Tališče =104,3 °C, Rf (MF: DKM : MeOH = 9 : 1 ) = 0,11, 
Izkoristek= 36 %,  HRMS (ESI): m/z izračunano za C41H59N2O4S [M+H]
+ 675.4190; 
najdeno 675.4183. 
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4.4 Shema sinteze SHE 2 (8,9-dimetil-6,8-dinonil-3-(1-(3-(trimetil-l4-
azaneil)propil)-1l4-piridin-4-il)-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-2-on) 
 
 
4.4.1 Sinteza SHE 2b (7-metoksi-2-metil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin) 
 
Sinteza: Bučko smo prepihali z argonom, vanjo natehtali m-anizidin (5 g, 40,6 mmol, 1 eq) 
in dodali undekanon (20 g, 117,4 mmol, 3 eq) ter 300 mikrogramov indijevega klorida. 
Reakcijo smo pustili potekati na sobni temperaturi 4 dni.  
Izolacija: Prebitni undekanon smo odstranili z vakuumsko destilacijo. Surov produkt smo 
očistili s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc : Hex = 1 : 30).  
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Izkoristek= 30 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1:4) = 0,90,  Mr (izračunana) = 427,38, 
Molekulska formula: C29H49NO 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.15 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H), 5.99 
(d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.07 (s, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.38 – 2.24 (m, 2H), 1.62 – 1.16 (m, 33H), 
0.88 (t, J = 6.8 Hz, 6H). 
 
4.4.2 Sinteza SHE 2c (7-metoksi-1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin) 
 
Sinteza in izolacija: Po enakem postopku kot pri sintezi in izolaciji SHE 1c, le da smo 
uporabili naslednje količine reagentov: SHE 2b (5,21 g, 12,2 mmol, 1 eq), MeI (1,2 ml, 18,3 
mmol, 1,5 eq) in K2CO3 (3,37 g, 24,4 mmol, 2 eq) in raztopili v 30 ml DMF. 
Izkoristek = 62 %, Mr (izračunana) = 441,40, Molekulska formula: C30H51NO, Rf (MF: 
EtOAc : Hex = 1 : 4) = 0,95 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.96 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.12 (dd, J = 8.3, 2.4 Hz, 1H), 6.04 
(d, J = 2.4 Hz 1H), 4.97 (s, 1H), 3.78 (s, 3H), 2.71 (s, 3H), 2.44 – 2.30 (m, 2H), 1.49 – 1.11 
(m, 33H), 0.90 – 0.84 (m, 6H). 
 
 
4.4.3 Sinteza SHE 2d (1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin-7-ol) 
 
Po postopku sinteze in izolacije spojine SHE 1d, le da uporabimo SHE 2c (3,3 g, 7,5 mmol, 
1 eq), 1 M BBr3 (22 ml, 22,5 mmol, 3 eq) in 100 ml DCM.  
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Izkoristek = 75 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) =0,51, Mr (izračunana) = 427,38, 
Molekulska formula: C29H49NO 
 
4.4.4 Sinteza SHE 2e (7-hidroksi-1,2-dimetil-2,4-dinonil-1,2-dihidrokinolin-6-
karbaldehid) 
 
Reakcija poteka po enakem postopku kot sinteza in izolacija SHE 1e. V bučki smo najprej 
pripravili reagent, ki nastane pri dodatku POCl3 (5,43 ml, 59,3 mmol, 10,5 eq) k 
brezvodnemu DMF. Reakcijsko zmes smo dodali k SHE 2d (2,41 g, 5,63 mmol, 1 eq). 
Reakcija je potekala 2 uri na 75 °C.  
Izkoristek = 11 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) =0,72, Mr (izračunana) = 455,38, 
Molekulska formula: C30H49NO2 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 11.85 (s, 1H), 9.46 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 5.92 (s, 1H), 5.03 (s, 
1H), 2.82 (s, 3H), 2.41 – 2.23 (m, 2H), 1.89  1.75 (m, 1H), 1.57 (s, 3H), 1.55 – 1.50 (m, 2H), 
1.46 – 0.99 (m, 28H), 0.93 – 0.81 (m, 6H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 191.70, 164.74, 153.14, 131.34, 127.13, 125.04, 114.47, 
110.54, 95.44, 61.08, 41.82, 31.88, 31.83, 31.65, 31.34, 29.65, 29.62, 29.55, 29.53, 29.50, 
29.31, 29.25, 28.93, 27.95, 24.49, 22.65, 22.63, 14.09, 14.07. 
HRMS (ESI): m/z izračunano za C30H50NO2 [M+H]
+ 456.3836; najdeno 456.3827. 
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4.4.5 Sinteza SHE 2g (8,9-dimetil-6,8-dinonil-3-(piridin-4-il)-8,9-dihidro-2H-
pirano[3,2-g]kinolin-2-on) 
 
Sinteza: V bučko smo natehtali SHE 2e (0,270 g, 0,59 mmol, 1 eq) in jo raztopili v 30 ml 
brezvodnega etanola. Nato smo dodali etil 4-piridilacetat (0,147 g, 0,89 mmol, 1,5 eq) in 100 
µL piperidina. Reakcijo smo postavili na refluks (95 °C) za 15 h. Ker reakcija ni potekla z 
zadovoljivim izkoristkom, smo dodali še 1 ekvivalent etil 4-piridilacetata.  
Izolacija: Pod znižanim tlakom smo uparili topilo in zaostanek očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF: EtOAc : Hex = 1 : 10) 
Izkoristek = 74 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1:4) = 0,14, Molekulska formula: C37H52N2O2 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.74 – 8.52 (m, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.80 – 7.66 (m, 2H), 7.11 
(s, 1H), 6.33 (s, 1H), 5.17 (s, 1H), 2.84 (s, 3H), 2.47 – 2.28 (m, 2H), 1.93 – 1.79 (m, 1H), 
1.64 – 1.50 (m, 2H), 1.49 – 1.02 (m, 30H), 0.96 – 0.78 (m, 6H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 160.88, 156.88, 150.76, 149.42, 144.02, 142.33, 131.44, 
128.01, 122.45, 122.03, 119.31, 116.56, 108.58, 95.67, 61.18, 42.05, 32.04, 31.99, 31.47, 
29.83, 29.79, 29.68, 29.48, 29.40, 29.00, 28.14, 24.78, 22.82, 14.23. 
HRMS (ESI): m/z izračunano za C37H53N2O2 [M+H]
+ 557.4102; najdeno 557.4103. 
 
 
4.4.6 Sinteza SHE 2h (3-(4-(8,9-dimetil-6,8-dinonil-2-okso-8,9-dihidro-2H-
pirano[3,2-g]kinolin-3-il)-1l4-piridin)propan-1-sulfonska kislina) 
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Sinteza: V bučko smo natehtali SHE 2g (0,124 g, 0,22 mmol, 1 eq), propansulton (0,035 g, 
0,28 mmol, 1,3 eq) in raztopili v 30 ml acetona. Pustili smo mešati na sobni temperaturi čez 
noč. Ker reakcija ni potekla z zadovoljivim izkoristkom, smo dodali še en ekvivalent 
propansultona in pustili mešati še 24 ur.  
Izolacija: Reakcijski zmesi smo uparili aceton. Suh zaostanek smo spirali s heksanom (4 × 
30 ml) in dietiletrom ( 2 × 20 ml) 
Izkoristek= 75 %, Mr (izračunana) = 679,41, Molekulska formula: C40H59N2O5S, Rf (MF: 
DCM : MeOH = 9 : 1) = 0,36 
 
IUPAC ime 3-(4-(8,9-dimetil-6,8-dinonil-2-okso-8,9-dihidro-2H-
pirano[3,2-g]kinolin-3-il)-1l4-piridin-1-yl)propan-1-
sulfonska kislina 
Izgled Vijolična, viskozna snov 
Tališče 98-105℃ 
Izkoristek 0,9% 
TLC MF (DCM : MeOH =  9 : 1) = 0,36  
1H NMR (400 MHz, 
MeOD) δ 
8.83 – 8.78 (m, 2H), 8.67 (s, 1H), 8.62 – 8.57 (m, 2H), 7.38 (s, 
1H), 6.43 (s, 1H), 5.35 (s, 1H), 4.73 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.97 (s, 
3H), 2.93 – 2.78 (m, 2H), 2.56 – 2.32 (m, 4H), 2.07 – 1.89 (m, 
1H), 1.65 – 1.03 (m, 30H), 0.95 – 0.81 (m, 6H). 
 
HRMS (ESI): m/z izračunano za C40H59N2O5S [M]
+ 679.4139; najdeno 679.4134. 
 
 
4.4.7 Sinteza SHE 2m 1-(3-bromopropil)-4-(8,9-dimetil-6,8-dinonil-2-okso-8,9-
dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-3-il)piridin 
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Sinteza: V bučko smo natehtali SHE 2g (0,120 g, 0,21 mmol, 1 eq) in dodali prebitni 1,3-
dibromopropan (0,23 g, 1,15 mmol, 5 eq). Bučko smo pokrili s septumom in pustili mešati 
na sobni temperaturi. Naslednji dan smo temperaturo zvišali na  60 °C in pustili mešati še 
24 ur. 
Izolacija: Produkt smo spirali z dietiletrom (3 × 20 ml) in mešanico etra ter heksana.  
Rf (MF: DCM : MeOH = 10 : 1) = 0,48, Mr (izračunana) = 677,37, Molekulska formula: 
C40H58N2O2Br 
1H NMR (400 MHz, MeOD) δ 8.81 – 8.76 (m, 2H), 8.70 (s, 1H), 8.66 – 8.60 (m, 2H), 7.40 
(s, 1H), 6.47 (s, 1H), 5.37 (s, 1H), 4.69 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.54 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.99 (s, 
3H), 2.70 – 2.35 (m, 4H), 2.05 – 1.94 (m, 1H), 1.68 – 1.01 (m, 30H), 0.96 – 0.81 (m, 6H). 
HRMS (ESI): m/z izračunano za C40H58N2O2Br [M]
+ 677.3676; najdeno 677.3671. 
 
4.4.8 Sinteza SHE 2n (4-(8,9-dimetil-6,8-dinonil-2-okso-8,9-dihidro-2H-
pirano[3,2-g]kinolin-3-il)-1-(3-(trimetilamonij)propil)piridin) 
 
Sinteza: V bučko s SHE 2m (0,150 g, 0,22 mmol, 1 eq) smo dodali trimetilamin, raztopljen 
v EtOH (31 - 35 wt %, 1 eq) in pustili mešati na sobni temperaturi 3 dni.  
Izolacija: Pod znižanim tlakom smo uparili etanol. Suh zaostanek smo spirali z etrom (3 × 
30 ml). Spojino smo očistili z reverzno fazno kromatografijo. Kot MF smo uporabili 
acetonitril in vodo v različnih razmerjih. Na začetku smo spirali z vodo in postopno zviševali 
delež acetonitrila. 
Izkoristek = 56 %, Rf (MF: DCM : MeOH = 9 : 1) = 0, Mr (izračunana) = 657,52 
Molekulska formula: C43H67N3O2, m (končne spojine) = 0,065 g 
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IUPAC ime 4-(8,9-dimetil-6,8-dinonil-2-okso-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-
g]kinolin-3-il)-1-(3-(trimetilamonij)propil)piridin 
Izgled Rdeča trdna snov 
Tališče 113-116℃ 
Izkoristek 0,5 % 
TLC Rf (MF: DCM : MeOH = 9: 1) = 0 
1H NMR  1H NMR (400 MHz, MeOD) δ 8.93 – 8.86 (m, 2H), 8.75 (s, 
1H), 8.69 – 8.63 (m, 2H), 7.41 (s, 1H), 6.44 (s, 1H), 5.36 (s, 
1H), 4.67 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 3.67 3.55 (m, 2H), 3.23 (s, 9H), 
2.98 (s, 3H), 2.67 – 2.56 (m, 2H), 2.55 – 2.31 (m, 2H), 2.05 – 
1.93 (m, 1H), 1.68 – 1.03 (m, 30H), 0.93 – 0.80 (m, 6H). 
HRMS (ESI) m/z izračunano za C43H67N3O2 [M]
2+ 328.7611; najdeno 
328.7610. 
 
 
Slika 9: Končni produkt SHE 2n 
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4.5 Shema sinteze SHE 9f ((E)-4-(2-(7-etoksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2-
dihidrokinolin-6-il)vinil)-1-etil-1l4-kinolin) 
 
 
Postopek sinteze je od začetka do spojine SHE 9d enak kot pri sintezi spojine SHE 1h. 
Reakcijo smo pričeli s 7,0 g m-anizidina ter nadaljevali po opisanih postopkih. Masa končne 
spojine SHE 9d je 0,424 g. Celokupni izkoristek do te stopnje znaša 3,6 %. Le na stopnji 
reakcije odščite metilne skupine iz etra, to je reakcija pretvorbe SHE 9b v spojino SHE 9c 
smo spremenili reakcijske pogoje. Za bolj selektivno reakcijo smo v tem primeru  uporabili 
potopni hladilnik namesto ledene kopeli. Reakcija je bila ohlajena na – 80 °C preden smo 
dodali BBr3.  
 
4.5.1 Sinteza SHE 9e (7-etoksi-1,2,2,4-tetrametil-1,2-dihidrokinolin-6-
karbaldehid) 
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Sinteza: K izolirani spojini SHE 9d (0,424 g, 1,84 mmol, 1eq) smo dodali bromotetradekan 
(0,56 g, 2,02 mmol, 1,1 eq) in K2CO3 (3,67 mmol, 2 eq). Kot topilo smo uporabili 100 ml 
acetonitrila. Reakcijo smo pustili potekati na refluksu (70 °C) 24 ur. Naslednji dan smo 
preverili potek reakcije s TLC. Ugotovili smo, da reakcija ni potekla z zadovoljivim 
izkoristkom, zato smo dodali manjšo količino KI (približno 200 µg) in pustili mešati na oljni 
kopeli do naslednjega dne.  
Izolacija: Produkt smo izolirali s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc : Hex = 1 : 10).  
Izkoristek = 11 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) = 0,72, Mr (izračunana) = 427,35, 
Molekulska formula: C28H45NO2 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 10.19 (s, 1H), 7.51 (s, 1H), 5.89 (s, 1H), 5.19 (q, J = 1.3 Hz, 
1H), 4.05 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.91 (s, 3H), 1.98 (d, J = 1.3 Hz, 3H), 1.87 – 1.78 (m, 2H), 
1.52 – 1.43 (m, 2H), 1.36 (s, 6H), 1.34 – 1.21 (m, 20H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H). 
 
 
4.5.2 Sinteza SHE 9f (E)-1-tetradecil-4-(2-(1,2,2,4-tetrametil-7-(tetradeciloksi)-
1,2-dihidrokinolin-6-il)vinil)-1l4-kinolin 
 
Po postopku za sintezo in izolacijo SHE 1h. K SHE 9f (0,089 g, 0,208 mmol, 1 eq) smo 
dodali SHE 5b (0,0637 g, 0,208 mmol, 1 eq). Zmes smo raztopili v brezvodnem etanolu in 
nato dodali 100 µl piperidina.  
Izkoristek = 14 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) =0,72, Mr (izračunana) = 749,63, 
Molekulska formula: C52H81N2O 
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Slika 10: Končni produkt SHE 9f 
 
IUPAC ime (E)-1-tetradecil-4-(2-(1,2,2,4-tetrametil-7-(tetradeciloksi)-1,2-
dihidrokinolin-6-il)vinil)-1l4-kinolin 
Izgled Temno modra, zelo viskozna 
Tališče 53 °C 
Izkoristek Celotni = 0,05 % 
TLC (MF: EtOAc : Hex =1 : 4) =0,72 
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4.6 Shema sinteze SHE 10f ((E)-3-((2-etil-6-(2-(1-etil-1l4-kinolin-4-il)vinil)-4-
heksil-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolin-7-il)oksi)propan-1-sulfonska kislina) 
 
 
 
 
4.6.1 Sinteza SHE 10a (2,4-diheksil-7-metoksi-2-metil-1,2-dihidrokinolin) 
 
Po postopku za sintezo in izolacijo SHE 2b. Pri tem smo uporabili m-anizidin  (7,0 g, 56,8 
mmol, 1 eq) in 2-oktanon (22 g, 171,6 mmol, 3 eq). Kot katalizator je bil uporabljen indijev 
klorid (300 µg). Reakcija je poteka na sobni temperaturi 3 dni. Po odstranitvi prebitnega 
oktanona z vakuumsko destilacijo, smo produkt očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc : Hex = 1 : 6). Glede na primerjavo s standardom z analizo TLC, produkt ustreza. 
Izkoristek = 37 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1:4) = 0,87, Mr (izračunana) = 343,29, 
Molekulska formula: C23H37NO 
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4.6.2 Sinteza SHE 10b (2,4-diheksil-7-metoksi-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolin) 
 
Reakcija poteka po postopku za sintezo in izolacijo SHE 1c. SHE 10a (7,28 g, 21,2 mmol, 1 
eq) smo raztopili v DMF, dodali MeI (4,5g, 31,8 mmol, 1,5 eq) in K2CO3 (5,9 g, 42,4 mmol, 
2 eq). Glede na primerjavo s standardom z analizo TLC, produkt ustreza. 
Izkoristek = 97 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) = 0,92, Mr  (izračunana) = 357,30 
Molekulska formula: C24H39NO 
 
4.6.3 Sinteza SHE 10c (2,4-diheksil-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolin-7-ol) 
 
Sinteza: Bučko s spojino SHE 10b (6,24 g, 17,4 mmol, 1 eq)  smo prepihali z argonom in ji 
dodali destiliran DCM. Reakcijo smo s potopnim hladilnikom ohladili na - 80℃. Nato smo 
v reakcijsko zmes dodali BBr3 (52 ml, 52,2 mmol, 3 eq) in pustili mešati na sobni temperaturi 
še 4 ure.  
Izolacija: Reakcijo smo ustavili z dodatkom NaHCO3 in NH4Cl. Reakcijsko zmes smo 
prenesli v lij ločnik ter spirali z NaHCO3 (3 × 50ml), HCl (1 × 30ml), NaCl (1 × 30ml). 
organsko fazo smo posušili z Na2SO4, filtrirali in uparili organska topila. Po koncu 
ekstrakcije smo naredili še kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc : Hex = 1 : 30). Glede na 
primerjavo s standardom z analizo TLC, produkt ustreza. 
Izkoristek = 21 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) = 0,40, Mr (izračunana) = 343,29, 
Molekulska formula: C23H37NO 
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4.6.4 Sinteza SHE 10d (2,4-diheksil-7-hidroksi-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolin-6-
karbaldehid)  
 
Po postopku za sintezo in izolacijo SHE 1e. Uporabili smo naslednje količine: SHE 10c 
(1,22 g, 3,6 mmol, 1 eq), POCl3 (5,4 g, 36,0 mmol, 10,5 eq) ter 30 ml brezvodnega DMF. 
Glede na primerjavo s standardom z analizo TLC, produkt ustreza.  
Izkoristek = 75 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1 : 4) = 0,74, Mr (izračunana) = 371,28 
Molekulska formula: C24H37NO2 
 
4.6.5 Sinteza SHE 10e (3-((6-formil-2,4-diheksil-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolin-
7-il)oksi)propan-1-sulfonska kislina) 
 
Sinteza in izolacija po postopku za SHE 1f. Pri reakciji smo uporabili naslednje količine: 
SHE 10d (1,0 g, 2,7 mmol, 1 eq), KOH (0,18 g, 2,7 mmol, 1 eq), propansulton (0,39 g, 2,7 
mmol, 1 eq) in 50 ml propan-2-ola. 
Izkoristek = 49 %, Rf (MF: EtOAc : Hex = 1:4) = 0, Mr (izračunana) = 493,29, Molekulska 
formula: C27H43NO5S 
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4.6.6 Sinteza SHE 10f (E)-4-(2-(2,4-diheksil-1,2-dimetil-7-(3-sulfopropoksi)-1,2-
dihidrokinolin-6-il)vinil)-1-tetradecilkinolin 
 
Po postopku za sintezo in izolacijo SHE1h. Uporabili smo naslednje količine: SHE 10e 
(0,690 g, 1,58 mmol, 1 eq) in  SHE 5b (0,54 g, 1,58 mmol, 1eq), 150 µL piperidina in 
raztopili v brezvodnem etanolu.  
Izkoristek = 2 %, Mr (izračunana) = 815,58, m = 0,020g, Molekulska formula: 
C51H79N2O4S, Rf (MF: DCM : MeOH = 9 : 1 ) = 0,39 
 
IUPAC ime E-4-(2-(2,4-diheksil-1,2-dimetil-7-(3-sulfopropoksi)-1,2-
dihidrokinolin-6-il)vinil)-1-tetradecilkinolin 
Izgled Temno modra, zelo viskozna 
Tališče 86 °C 
Izkoristek 0,5 % 
TLC (MF: DCM : MeOH = 9:1 ) = 0,39 
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4.7 KOMENTARJI SINTEZ: 
Potek novih reakcij, za katere smo morali izbrati ustrezne reakcijske pogoje, smo vedno 
izvedli na testni spojini, saj je sinteza naših produktov potekala v več stopnjah in s celokupno 
nizkimi izkoristki. Za sintezo kumarinskega derivata smo uporabili predhodno sintetizirano 
spojino PAG-31, za sintezo kinolinskih derivatov pa dietilaminosalicilaldehid. S sledečo 
molekulo smo preizkušali uspešnost pripenjanja različnih funkcionalnih skupin na aldehidno 
in hidroksilno skupino. S spojino PAG-31 pa alkiliranje piridina (slika 11). 
 
 
Slika 11: Primera testnih spojin 
Začetek vseh reakcij je temeljil na sintezi kinolinskega obroča. Ciklizacija poteče med 
aminsko skupino m-anizidina, analoga anilina in dvema ketonoma. Gre za modificirano 
Skraupovo reakcijo.  Za keton smo vzeli različno dolge spojine s keto skupino npr. aceton, 
undekanon ter oktanon. Ugotovili smo, da krajša kot je veriga, ki vsebuje ketonsko skupino, 
hitreje poteče reakcija. Reakcija z acetonom je tako potekla v 24 urah na sobni temperaturi 
s 70 % izkoristkom. Izkoristek reakcije z undekanonom pa je bil po 4 dneh komaj 30 %. 
Reakcijo smo na koncu segreli, da se je izkoristek izboljšal. Ker keton služi tudi kot topilo, 
je treba dolgoverižne ketone po koncu reakcije odstranit z vakuumsko destilacijo. Kot 
katalizator smo uporabili indijev klorid, ki je Lewisova kislina. Reakcijo smo poskušali 
izvesti tudi z 3-aminofenolom, saj bi se s tem izognili odščiti metilne skupine s pomočjo 
BBr3, vendar pri reakciji nastane preveč neželenih produktov in zato nismo nadaljevali z 
izolacijo.   
Sledilo je metiliranje, ki poteka po mehanizmu SN2 nukleofilne substitucije. Metil jodid ima 
vlogo elektrofila in je odličen substrat za SN2 substitucijo, saj je sterično odprt za napad 
nukleofila. Poleg tega pa jodid predstavlja dobro izstopajočo skupino. Kot bazo smo 
uporabili K2CO3, ta odstrani kisli proton iz dušika in za seboj pusti negativno nabit dušik. 
Kot topilo smo uporabili DMF, ki tvori N-formil spojine, ki so predhodniki končnim N-
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metilarilaminom, ki jih pridobimo s hidrolizo po dodatku baze. Pri delu z metil jodidom smo 
morali biti previdni, saj kot dober elektrofil metilira npr. proteine in nukleinske baze ter sodi 
med kancerogene spojine. Po poteku reakcije smo prebitek nevtralizirali z dodatkom 
amonijaka. Vso steklovino pa sprali z recikliranim metanolom v digestoriju. (16)  
Vsem sintezam je nato sledila odščita metilne skupine iz metilnega etra. Kot reagent smo 
izbrali BBr3, saj reakcija s tem reagentom poteka z boljšimi izkoristki in produkt ne vsebuje 
veliko nečistot, kot v primeru uporabe HBr v ocetni kislini. Uporaba BBr3 je med drugim 
pogosto uporabljena tudi zaradi milih reakcijskih pogojev. V našem primeru smo ohlajeno 
reakcijsko zmes mešali 1 uro do poteka reakcije. BBr3 reagira kot Lewisova kislina, eter pa 
kot Lewisova baza. Kot topilo smo uporabili DCM, ki ustvari nevtralne pogoje, ki ne zmotijo 
procesa nastanka adukta med Lewisova kislino in bazo. Nastali adukt disocira do nastanka 
oksonijevega kationa in Br-. Etrska vez se prekine, ko pride do nukleofilnega napada Br-. V 
končni fazi se zaradi prisotnosti vode odcepi B(OH)3 in na aromatu ostane hidroksilna 
skupina (slika 12). Pri reakciji moramo biti previdni, da BBr3 ne pride v direkten stik z vodo. 
Reagent v reakcijsko zmes dodajamo počasi po kapljicah, saj je reakcija eksotermna. (17) 
 
 
Slika 12: Mehanizem demetilacije z uporabo BBr3 
 
Na naslednji stopnji je sledilo formiliranje. Aldehidno skupino lahko uvedemo na različne 
načine npr. s Reimer-Tiemann reakcijo, Gattermannov reakcijo, Friedel Craftsovo 
reakcijo…  
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Slika 13: Mehanizem uvedbe aldehidne skupine z Vilsmeier-Haackovo reakcijo 
 
Aromatski obroč smo pretvorili v arilni aldehid s pomočjo Vilsmeier Haack reakcije. 
Reakcija poteka po mehanizmu elektrofilne aromatske substitucije. Najprej pripravimo 
Vilsmeierjev reagent tako, da v  brezvodni DMF dodamo POCl3. Reakcija mora potekati v 
brezvodnih pogojih, pod argonovo atmosfero in nižji temperaturi. Nato združimo 
Vilsmeierjev reagent z elektronsko bogatim aromatskim obročem. Reakcijo smo segrevali 
pri 75 °C za 2 uri.  Aromatski π elektroni najprej napadejo iminijev kation, s tem pa se poruši 
njegova aromatska struktura. Nato se odcepi HCl, ki obroču povrne prvotno strukturo 
delokaliziranih elektronov. Nastali iminijev kation pa ob dodatku vode hidrolizira do 
aldehida (slika 13).  
Kumarisnki obroč smo sintetizirali s Knoevenagelovo kondenzacijo. Reakcija je potekala 
pri 95 °C. Kot katalizator smo uporabili piperidin. Na piridinski obroč molekule SHE 2g 
smo želeli uvesti različne nabite skupine. Reakcija uvedbe propan sulfonske kisline je 
potekala počasneje, zato smo dodali dodaten ekvivalent propansultona. V naslednjem 
poskusu smo na isto izhodno spojino, torej na piridinski obroč spojine SHE 2g želeli vezati 
epiklorhidrin, ki bi ga nato odprli z N,N-dimetilamnietanolom, ter tako dobili dvoji pozitivni 
naboj (slika 14). 
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Slika 14: Shema reakcije z epiklorhidrinom 
Reakcijo smo morali opustiti, saj je reakcija po 5 dneh in prebitku epiklorhidrina vsebovala 
veliko produktov, ki bi jih bilo s kolonsko kromatografijo težko odstraniti. V prihodnje bi 
bilo smiselno reakcijo poskusiti na druge načine, z drugimi reakcijskimi pogoji in reagenti, 
saj bi dodatna OH skupina še povečala polarnost in zmanjšala verjetnost flip-flop. Iz 
sinteznega vidika se je kot najbolj uspešna izkazala vpeljava trimetilamina. Reakcija je 
potekala preko uvedbe dibromopropana, brez dodatka katalizatorja ali topila. S sintezo smo 
nadaljevali brez čiščenja z dodatkom trimetilamina v etanolu. Nezreagirano izhodno spojino 
SHE 2 g smo po uparitvi trietilamina in etanola sprali iz zaostanka z dietiletrom in 
heksanom. Negativna lastnost te sinteze je močan smrad trimetilamina, ki ima vonj po 
razpadajočem ribjem mesu. 
Pri sintezi prve končne spojine SHE 1h smo na aldehidno skupino vezali 2-metil-1-
tetradecilkinolin. Reakcija je poteka tako, da najprej poteče adicija metilne skupine kinolina 
na aldehid, čemur sledi eliminacija vode do dvojne vezi. 
 
Slika 15: Strukturni formuli 2-metil-1-tetradecilkinolina in 4-metil-1-tetradecilkinolina 
Ker smo želeli čim večji zamik emisije k višjim valovnim dolžinam, smo v nadaljnjih 
reakcijah uporabili 4-metil-1-tetradecilkinolin. Ob uporabi slednjega se pri končni spojini 
poveča razdalja med elektron-donorsko skupino in elektron-akceptorsko skupino (slika 16), 
kar naj bi vodilo k emisiji pri višjih valovnih dolžinah. Za to smo se odločili, ker sonda SHE 
1h ni izboljšala ločljivosti pri STED mikroskopiji, saj SHE 1h pri 775 nm praktično nima 
emisije. Kar se tiče umeščanja v membrano, bi se verjetno derivat z metilno skupino na 
mestu 2 lepše orientiral. 
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Slika 16: Levo spojina SHE 1h in desno derivat kinolina z alifatsko verigo na mestu 4. 
Foton molekula absorbira, ko je električni vektor fotona poravnan z dipolnim momentom. 
Pri večini membranskih sond je dipolni moment sonde pravokoten na površino membrano, 
zato lahko le del sond absorbira foton. Naše načrtovane sonde pa bi imele dipolni moment 
vzporeden s površino membrane in bi bile komplementarne obstoječim sondam (slika 17). 
 
Slika 17: Absorpcija svetlobe v odvisnosti od električnega polja. 
E: vektor električnega polja, ki je pravokoten na smer širjenja svetlobe. µ: dipolni moment 
molekule. Molekula lahko absorbira svetlobo, če je vektor električnega polja poravnan oz. 
vzporeden z dipolnim momentom molekule. (prirejeno po 21) 
 
Poleg tega ima sonda SHE 1h le eno alkilno verigo, kar pomeni je je dober detergent, slednje 
pa lahko slabo vpliva na celice. Zato smo pri naslednji seriji želeli vpeljati dve verigi, kar bi 
spojino močneje zasidralo v membrano. V primeru SHE 9f smo verigo uvedli na fenolno 
skupino salicilaldehida, tako da ima SHE 9f dve lipofilni verigi in en naboj. Spojina bi 
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verjetno hitro označila intracelične membrane, a na tej stopnji gre za test koncepta. Sonda 
SHE 10f pa ima alifatske verige vgrajene podobno kot SHE 2n. 
Žal pa končnima spojinama SHE 9f in SHE 10 f nismo uspeli potrditi istovetnosti z masno 
spektrometrijo, zato jih ni bilo smiselno testirati na STED nanoskopu. Posledično nismo 
mogli preučiti kakšen vpliv ima orientacija molekule na absorpcijo svetlobe in emisijski 
spekter ter ali ima orientacija vpliv na bolj specifično umeščanje v membrano. Ker je 
struktura do predzadnje stopnje v sintezi ustrezala standardom, bi bilo smiselno zadnji korak 
ponoviti, vendar smo zaradi večstopenjskih sintez in nizkih izkoristkov imeli premalo 
izhodne spojine, da bi reakcijo ponovili. 
Na testno spojino smo želeli po enakem postopku uvesti tudi 2-cianometil-1-
tetradecilpiridin, ki vsebuje cianidno skupino. Prisotnost nitrila naj bi pomaknila spekter v 
desno, zaradi česar bi imela spojina večjo emisijo pri valovni dolžini STED laserja. Poleg 
tega, naj bi bile takšne spojine bistveno bolj fotostabilne, saj pri dvojni vezi poteka cepitev 
vezi (19). Vendar reakcija piridin-2-acetonitrila ni potekla z zadovoljivim izkoristkom, zato 
nismo nadaljevali z izolacijo (slika 18).  
 
Slika 18: Načrtovana sonda z nitrilno skupino ob dvojni vezi 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 MERITVE FLUORESCENCE 
Signal fluorescence je odvisen od koncentracije, zato smo vzorce z ustreznim topilom, 
običajno je to absolutni etanol, redčili do koncentracije 10-6 M. Koncentracijo sicer 
prilagajamo predhodno pomerjeni absorbanci, ki naj ne bi znašala več kot 0,05. Poleg tega 
na meritve vpliva tudi dolžina optične poti, kvantni izkoristek fluorofora, intenziteta vira 
ekscitacije in sam fluorometer. Ker smo želeli, da bi bile lastnosti sintetiziranih prob za 
označevanje membran odvisne od okolja v katerem se nahajajo, smo pri nekaterih spektre 
pomerili v različnih topilih in ugotavljali premike emisijskih spektrov. Večji premiki 
maksimumov emisij nakazujejo večji vpliv topil na fluorescenco preiskovane spojine.  
 
Slika 19: Ekscitacijski in emisijski spekter spojine SHE 2n 
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Slika 20: Vpliv topil na fluorescenco spojine SHE 2n 
 
Iz grafa meritev fluorescence za SHE 2n (slika 19) vidimo, da je maksimum ekscitacije pri 
495 nm in maksimum emisije pri valovni dolžini 568 nm. Stokesov premik znaša približno 
70 nm. Za snemanje s STED je pomembno, da ima spojina vsaj nekaj emisije pri valovni 
dolžini 775 nm. Iz grafa slika 9 je razvidno, da ima spojina SHE 2n posneta v toluenu pri 
valovni dolžini STEDa minimalno emisijo, a jo je dovolj za uspešno STED mikroskopijo 
membran s to sondo. Verjetno je emisija v membrani drugačna kot v topilih, ki smo jih tu 
uporabili. Isti spojini smo nato pomerili spektre še v drugih topilih. Vse vzorce smo redčili 
do enake koncentracije 10-6 M. Želeli smo sintetizirati probe, ki bi se vgradile v membrano 
celic, in imele emisijo odvisno od polarnosti okolice. Prve rezultate takšnih poskusov lahko 
dobimo z merjenjem fluorescence specifične probe v različno polarnih topilih. Iz večjih 
premikov spektrov lahko sklepamo, ali je sonda odvisna od okolja. Iz grafa razberemo, da 
so premiki maksimumov emisij dokaj majhni (slika 20). Maksimum emisije je pomaknjen k 
najnižjim valovnim dolžinam pri vzorcu raztopljenemu v toluenu. Valovna dolžina 
maksimuma v tem primeru znaša 568 nm. Najbolj desno v spektru se nahaja vzorec posnet 
v DMF, ki ima maksimum emisije pri 614 nm. Razlika torej zanaša manj kot 50 nm. Iz 
dobljenih rezultatov sklepamo, da pomikov glede na polarnost ne moramo v naprej 
napovedati, saj je npr. MeOH z relativno polarnostjo 0,76 bolj polaren kot DMF z relativno 
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polarnostjo 0,386, pa je kljub temu spekter z DMF najbolj pomaknjen v desno. Toluen je od 
vseh topil najmanj polaren, njegova relativna polarnost je 0,099 in je tudi najbolj pomaknjen 
v levo k nižjim valovnim dolžinam. (20) 
 
 
Slika 21: Ekscitacijski in emisijski spekter spojine SHE 1h 
 
V primerjavi s spojino SHE 2n je intenziteta fluorescence pri SHE 1h manjša. Tudi 
maksimum emisije in ekscitacije sta pri nižjih valovnih dolžinah kot pri SHE 2n. Maksimum 
ekscitacije se nahaja pri 534 nm, maksimum emisije pa pri 557 nm. Stokesov premik v tem 
primeru znaša približno 20 nm. Emisije pri 775 nm praktično ni, kar je nakazovalo, da 
spojina ni obetavna za STED nanoskopijo in kar so kasneje potrdili tudi na IJS (slika 21).  
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Slika 22: Vpliv topil na fluorescenco spojine SHE2h 
Iz grafa je opazno, da so premiki topil pri spojini SHE 2h manj izraziti kot pri SHE 2n. 
Maksimum emisije spojina doseže pri 610 nm (slika 22).  
 
Slika 23: Vpliv topil na emisijo spojine SHE 9f 
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Vpliv različno polarnih topil na spojino SHE 9f nima znatnega vpliva, saj je razlika med 
najnižjo in najvišjo valovno dolžino le 20 nm. Maksimum emisije se za to spojino nahaja pri 
približno 605 nm (slika 23).  
Zavedati se moramo, da fluorescenca služi zgolj kot prva informacija, ali ima molekula 
fluorescentne lastnosti, ne moramo pa zgolj na podlagi fluorescence trditi, ali je sonda 
primerna za STED, saj na foto-fizikalne lastnosti vpliva mnogo dejavnikov, ki jih pri 
merjenju fluorescence ne moramo simulirati. Med te dejavnike sodijo prisotnost kisika, 
temperatura, viskoznost medija, pH celic … 
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5.2 REZULTATI SLIKANJA NA STED NANOSKOPU 
Spojine, ki so kazale najboljše lastnosti, so testirali na STED mikroskopu na oddelku za 
biofiziko na Institutu Jožefa Stefana. Sonde so raztopili v DMSO in z njimi označili celice 
mišjega pljučnega epitelija. Označene celice so posneli najprej na konfokalnem načinu in 
nato STED nanoskopu.  
Spojina s kinolinskim skeletom SHE 1h se ni izkazala kot primerna fluorescentna proba za 
STED nanoskopijo. Najverjetneje, ker ima emisijski spekter prešibko emisijo pri STED 
laserju tj. 775 nm, da bi prišlo do učinkovitega praznjenja emisije. Poleg tega pa se spojina 
ni selektivno ujela v membrano, ampak se je hitro internalizirala. Zaradi neustreznih masnih 
spektrov drugih analogov kinolinskih sond jih nismo testirali na STED nanoskopu. 
Kot zelo uspešna se je izkazala spojina s kumarinskim skeletom SHE 2n, kjer smo z dvema 
nabojema dosegli selektivno označevanje membrane. Iz tega sledi, da je dvojni naboj ključen 
za dosego slektivnega označevanja, saj v nasprotnem primeru molekula prehaja v celico in 
nespecifično označuje tudi druge predele. V membrano se veže hitro in tam tudi ostane. 
Omogoča spremljanje dogajanja v celici skozi čas z visoko ločljovostnimi slikam, iz česar 
sklepamo, da ne pride do fotobledenja. Na celici ne povzroča morfoloških sprememb iz česar 
sklepamo, da ni citotoksična in nam s tem omogoča slikanje živih celic.    
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Slika 24: STED posnetek s sondo SHE 2n 
Posnetek epitelija mišjih celic označen s sondo SHE 2n. Leva slika je posneta v 
konfokalnem načinu (ekscitacija pri 640 nm in emisija med 650 in 720 nm) in desna na 
STED nanoskopu (ekscitacija pri 640 nm in emisija med 650 in 720 nm). Merilo je 
označeno na sliki: 2 µm. 
Desni posnetki so narejeni s STED nanoskopom z vidno opazno izboljšano ločljivostjo in 
možnostjo razlikovanja struktur na manjši skali (slika 24). 
Iz rezultatov, ki smo jih dobili s pomočjo NMR, MS, fluorescence in STED nanoskopa lahko 
trdimo, da ima največji potencial kumarinska molekula SHE 2n, ki ima odlične lastnosti za 
snemanje s STED metodo. V prihodnosti bi bilo smiselno optimizirat njene reakcijske 
pogoje, saj so izkoristki reakcij dokaj majhni. Poleg tega bi lahko sintetizirali njene analoge. 
Z vpeljavo dodatnih funkcionalnih skupin bi morda emisijski spekter še bolj pomaknili k 
višjim valovnim dolžinam.  
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6. SKLEP 
V magistrski nalogi smo sintetizirali in analizirali nove fluorescentne membranske 
označevalce primerne za STED nanoskopijo. Ustrezno strukturo sintetiziranih molekul smo 
preverili z spektroskopskimi metodam in jim pomerili ekscitacijske ter emisijske spektre. 
Molekule, ki so imele ustrezne spektre smo poslali na Institut Jožefa Stefana, kjer so s 
sondami označili celice in opazovali njihove lastnosti pod STED nanoskopom.  
Vse sintetizirane spojine imajo na fluorofor vgrajene lipofilne repe in polarno glavo, kar 
omogoča selektivno umeščanje v membrano. Kot najbolj uspešna se je izkazala spojina s 
kumarinskim skeletom tj. SHE 2n. Spojina se selektivno veže v plazemsko membrano, se 
ne internalizira in ne označuje intraceličnih membran celice. Poleg tega je izjemno foto-
stabilna, torej omogoča spremljanje celic daljši čas oz. zahtevnejše eksperimente, kot je 3D 
snemanje in podobno. Trenutno je to najboljša sonda v smislu selektivnosti in fotostabilnosti, 
za označevanje plazemske membrane za ekscitacijo pri 561 nm, kolikor je valovna dolžina 
ekscitacijskega laserja. 
V prihodnje bi bilo smiselno optimizirati pogoje sinteze, še posebno na mestih, kjer so 
izkoristki slabi, in sintetizirati njene analoge, pri čemer bi ohranili dvojni pozitivni naboj in 
alifatsko verigo. Uporabili bi lahko druge skupine s pozitivnim nabojem, dodali aromatske 
strukture, ki bi še bolj pomaknile emisijski spekter k višjim valovnim dolžinam, da bi morda 
dobili sondo z ekscitacijo okoli 640 nm, kar je valovna dolžina drugega ekscitacijskega 
laserja. 
Kinolinske spojine, ki smo jih pripravili, se žal niso izkazale pri STED nanoskopiji. Kljub 
temu gre za nov obetaven pristop, ki potrebuje optimizacijo posameznih reakcijskih stopenj 
in pripravo več analogov, da bi lahko nedvoumno sodili o primernosti te skupine sond za 
STED nanoskopijo. Poleg tega bi morali v prihodnje ugotoviti vzrok za neustrezne masne 
spektre kinolinskih sond.  
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